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1. Resumen
En este trabajo hemos llevado a cabo la secuenciación, el ensamblaje de novo y la anotación de 
varios cóntigos, cuya longitud total es 300 kb, derivados del genoma mitocondrial del ajo (Allium 
sativum). La secuenciación fue realizada con un equipo HiSeq 2500 de Illumina, empleando lecturas 
emparejadas de 101 nucleótidos de longitud. El ensamblaje de novo de las secuencias obtenidas ha 
sido realizado con el programa Velvet, que utiliza una estrategia de ensamblaje basado en la utilización 
de grafos de De Bruijn. En los cóntigos ensamblados correspondientes al genoma mitocondrial hemos 
anotado 67 genes funcionales, incluyendo 40 genes que codifican proteínas, 24 genes de ARN de 
transferencia y 3 de ARN ribosómicos. De los genes que codifican proteínas, 8 parecen ser de origen 
cloroplástico, 19 codifican proteínas implicadas en complejos de la cadena transportadora de electrones y 
6 codifican proteínas necesarias para la expresión génica mitocondrial. En la región analizada hemos 
detectado secuencias repetidas que parecen participar en la recombinación que da lugar a diferentes 
variantes estructurales del genoma mitocondrial.  
Palabras clave: Ajo, Allium sativum, secuenciación masivamente paralela, genoma mitocondrial, 
recombinación. 
In this work, we have carried out the sequencing, de novo assembly and annotation of several 
contigs derived from the mitochondrial genome of garlic (Allium sativum), with a combined length of 
300kb. The genome was sequenced using the Illumina HiSeq 2500 next-generation sequencing 
platform, using 101-bp paired-end reads. The de novo assembly was carried out using Velvet software, 
which implements assembly algorithms based on the use of de Bruijn graphs. In the assembled contigs 
corresponding to the mitochondrial genome, we have annotated 67 functional genes (including 40 
protein-coding genes, 24 transfer RNA genes and 3 ribosomal RNA genes). Eight of the protein-
coding genes seem to derive from plastid sequences, 19 encode proteins involved in electron 
transport chain complexes and 6 encode proteins required for mitochondrial gene expression. In the 
analyzed region, we have detected repeated sequences that might participate in the recombination 
events that produce different structural variants of the mitochondrial genome. 
Keywords: Garlic, Allium sativum, next-generation sequencing, mitochondrial genome, recombination. 
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2. Introducción
2.1. El ajo 
El ajo Allium sativum es una planta monocotiledónea de la familia Amaryllidaceae, dentro del 
orden Asparagales. Las plantas de este género producen bulbos que son las partes comestibles de las 
mismas. El género Allium comprende más de 860 especies según la página web de los Royal Botanic 
Gardens, Kew (http://apps.kew.org/wcsp/report-builder.do). Este género comprende plantas con un 
gran interés económico y agronómico como la cebolla (A. cepa), el puerro (A. ampeloprasum) o el 
cebollino chino (A. tuberosum). 
El ajo es una planta bianual que forma bulbos compuestos por un número variable de dientes, 
que suele oscilar entre 8 y 14, cada uno de ellos cubierto por una túnica de color blanquecino o violáceo. 
El bulbo se encuentra rodeado también por túnicas exteriores con pigmentación similar. En la 
inflorescencia también se forman propágulos, los denominados bulbilos, que permiten la propagación 
vegetativa de la planta. Las inflorescencias no suelen producir semillas, por lo que la propagación 
vegetativa se realiza a partir de los dientes y los bulbilos. La propagación vegetativa a menudo conlleva 
la presencia de patógenos que reducen la viabilidad de la futura planta y se evita normalmente con el 
cultivo in vitro de los meristemos. 
Es una especie originaria de Asia Central que se cultiva mundialmente en zonas de clima 
templado (Mikaili et al., 2013). Con una producción anual superior a 20 toneladas, China es actualmente 
el primer productor a nivel mundial (http://www.fao.org). En la Unión Europea, el primer productor es 
España con una producción de 180.000 toneladas en 2016, equivalente a la mitad de la producción 
europea. El mercado internacional del ajo se encuentra en crecimiento, como ilustra el incremento en 
las exportaciones ocurrido entre 2011 y 2015 (de 64.000 a 148.000; II Congreso Internacional del Ajo 
en Alberca de Záncara, Cuenca). 
Su importancia gastronómica es notoria en la cocina mediterránea ya que se emplea como 
aderezo en muchas elaboraciones. Sus propiedades organolépticas se deben en gran medida a su 
contenido en compuestos azufrados. Uno de estos compuestos, la alicina, se produce a partir de aliina 
por medio de la enzima alinasa en respuesta a daños tisulares (Kourounakis y Rekka, 1991). Por su 
actividad antimicrobiana, la alicina se emplea como aditivo alimentario (Eja et al., 2007; Singh et al., 
2009). Entre otras propiedades beneficiosas, los extractos de ajo parecen poseen propiedades 
antitumorales (Tsubura et al., 2011), antiinflamatorias (Kim et al., 2017), antioxidantes (Kim et al., 2017), 
antifúngicas (Hayat et al., 2016), e inmunomodulatorias (Clement et al., 2010). 
2.2. La mitocondria 
Las mitocondrias son orgánulos subcelulares cuya función principal es realizar la respiración 
celular de forma aeróbica con la fin de sintetizar ATP. Por ello, se las considera las centrales energéticas 
de la célula (Siekevitz, 1957). Las mitocondrias se encuentran en el citoplasma de las células 
eucarióticas, excepto en el género Monocercomonoides (Roger et al., 1998; Karnkowska et al., 2016). 
El conjunto de mitocondrias de una célula se denomina condrioma (Logan, 2010). Cada célula presenta 
un número de mitocondrias que varía según la función de cada tipo celular. Las diferencias en el número 
de mitocondrias pueden deberse al reparto asimétrico del citoplasma entre las células hijas durante la 
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división celular. Estas diferencias, sumadas a la variabilidad en el tamaño y a los potenciales de 
membrana de las mitocondrias, pueden dar lugar a diferencias extrínsecas en los niveles de ATP 
(Neves et al., 2010; Johnston et al., 2012). Las mitocondrias forman una red asociada con el 
citoesqueleto dentro de la célula. Esta red se halla sometida a constantes procesos de transporte, fusión 
y fisión que pueden tener implicaciones en su función (Rappaport et al., 1998). El campo que estudia 
el efecto de estos procesos en las mitocondrias recibe el nombre de dinámica mitocondrial (Hoitzing et 
al., 2015). 
2.2.1. Estructura mitocondrial 
El tamaño de las mitocondrias suele oscilar entre 0,5 y 3 µm, por lo que es similar al de la 
bacteria Escherichia coli (Bereiter-Hahn, 1990; Rafelski y Marshall, 2008; Osiro et al., 2012; 
Wiemerslage y Lee, 2016). Las mitocondrias poseen dos membranas constituidas por fosfolípidos y 
proteínas (Gohil y Greenberg, 2009), la externa y la interna, que delimitan el espacio intermembrana 
y la matriz mitocondrial. Estas membranas, y los compartimentos que definen, contienen proteínas 
específicas de acuerdo con las reacciones que tienen lugar en ellos. 
La membrana externa delimita el perímetro exterior, separando la matriz citoplasmática o citosol 
de la propia mitocondria. La proporción de proteínas y fosfolípidos en su composición es semejante a 
la de la membrana plasmática, siendo los lípidos las moléculas más abundantes (Horvath y Daum, 
2013). La membrana externa es crucial en el metabolismo de la célula ya que controla procesos como 
el paso de pequeñas moléculas y la conducción de señales hacia la mitocondria (Duncan et al., 2013). 
Esta membrana contiene más de 120 proteínas diferentes, entre las que destacan las porinas, un tipo 
de proteína integral de membrana que forma canales por los que difunden moléculas de hasta 6 kDa 
(Benz, 1985; Weeber et al., 2002). Las proteínas de tamaño superior pueden atravesar la membrana 
por medio de la unión de una secuencia señal en su extremo N-terminal a proteínas de membrana 
denominadas translocasas y a otros complejos de translocación (Herrmann y Neupert, 2000). 
La membrana externa también posee otras proteínas implicadas en la transmisión de señales 
entre el citosol y la mitocondria, la síntesis de la membrana, el mantenimiento de su morfología y 
dinámica, y la catálisis de reacciones como la elongación de ácidos grasos o la oxidación y degradación 
de diversas moléculas (Giegé et al., 2005; Tait y Green, 2012). La disrupción de la membrana externa 
puede llevar a la muerte celular por liberación al citosol de las proteínas que se encuentran en el espacio 
intermembrana (Chipuk et al., 2006). 
El espacio intermembrana se localiza entre la membrana externa y la interna. Su pH es bajo 
debido a la elevada concentración de protones, que se origina por el bombeo de los mismos en la 
cadena respiratoria (Porcelli et al., 2005). Su composición es similar a la del citosol en cuanto a 
moléculas pequeñas, ya que la membrana externa es permeable a iones y azúcares, pero no a 
moléculas mayores, por lo que su contenido en proteínas es diferente. El espacio intermembrana 
contiene enzimas encargadas de la transferencia de ATP (adenilato y creatina quinasas) y del 
transporte de ácidos grasos hasta la matriz mitocondrial (McKelvey y Fioravanti, 1986; Fraser et al., 
1997). 
La membrana interna de la mitocondria separa el espacio intermembrana de la matriz 
mitocondrial. Presenta numerosos pliegues que aumentan sustancialmente su superficie, de manera 
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que el área de la membrana interna puede llegar a ser hasta cinco veces superior al de la externa 
(Griparic y Van Der Bliek, 2001). Estos pliegues se denominan crestas mitocondriales, y su número 
está directamente relacionado con la demanda de ATP. Esta membrana presenta un tipo de lípido, la 
cardiolipina, que también se encuentra en las membranas bacterianas (Carranza et al., 2017). La 
cardiolipina es necesaria para la fosforilación oxidativa y hace menos impermeable y más selectiva a 
esta membrana en comparación a la membrana externa (Ikon y Ryan, 2017).  
La membrana interna posee un elevado contenido en proteínas (80%) ya que en ella residen 
complejos enzimáticos como el que realiza la fosforilación oxidativa, compuesto por ATP sintasas que 
acoplan el paso de protones de H+ con la síntesis de ATP, los cuatro complejos de la cadena de 
transporte electrónico, proteínas de fusión y fisión mitocondrial, y transportadores que contribuyen a la 
alta selectividad de esta membrana.  
Por último, se encuentra la matriz mitocondrial que contiene dos tercios de las proteínas de la 
mitocondria. Presenta una densidad de proteínas de 0,8 µL de agua por cada mg de proteína, mayor 
que el espacio intermembrana (Pfaff et al., 1968). El pH de la matriz mitocondrial es 7,8 (Porcelli et al., 
2005). En ella se dan las reacciones del ciclo de Krebs, el ciclo del ácido cítrico, la beta-oxidación de 
los ácidos grasos, la síntesis del grupo hemo y la oxidación de aminoácidos, entre otras. La matriz 
mitocondrial contiene un genoma de ADN y moléculas de ARN. Al igual que las células procarióticas 
de vida libre, las mitocondrias contienen la maquinaria necesaria para la expresión de su genoma, 
incluyendo moléculas de ARN de transferencia (ARNt) y ribosómico (ARNr) (Kühlbrandt, 2015), así 
como ribosomas con características similares a los de tipo 70S de los procariotas (Leaver y Harmey, 
1976). 
2.2.2. ADN mitocondrial 
Las mitocondrias poseen su propio ADN, que se encuentra alojado en la matriz mitocondrial. 
El estudio del ADN mitocondrial (ADNmt) de las plantas es complejo y está considerado un reto en la 
biología molecular evolutiva (Galtier, 2011). Las mitocondrias de las plantas difieren de las mitocondrias 
de los animales en el tamaño de sus genomas. En las células animales, este tamaño oscila entre 15 y 
17 kb (Ladoukais y Zouros, 2017). Los genomas mitocondriales más pequeños corresponden a 
animales del filo ctenóforos, con un tamaño de 10.326 bp para Mnemiopsis leidyi (número de acceso 
JF760210.1; Pett et al., 2011) y de 11.016 bp para Pleurobrachia bachei (NC_016697.1; Kohn et al., 
2012). Por otra parte, los genomas mitocondriales animales de mayor tamaño corresponden a Clathrina 
clathrus, que posee un genoma mitocondrial con 6 cromosomas lineales y longitud total de 51 kb 
(Lavrov et al., 2013), y Petrobiona massiliana, que posee más de 150 cromosomas mitocondriales y 
una longitud superior a 77 kb (Lavrov et al., 2016).  
Sin embargo, los genomas mitocondriales de plantas terrestres son mucho mayores, con 
tamaños que varían desde 100 kb (Buxbaumia aphylla; NC_024518; Liu et al., 2014) y 2.740 kb 
(Cucumis melo; JF412792.1; Rodríguez-Moreno et al., 2011), existiendo notables diferencias de 
tamaño incluso entre especies filogenéticamente próximas, como se aprecia en el buscador de 
genomas secuenciados (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/).   
Los genomas mitocondriales de las células animales poseen una elevada densidad de genes, 
debido a su tamaño reducido y la casi total ausencia de intrones (Boore, 1999; Lavrov y Pett, 2016). 
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Sin embargo, los genomas mitocondriales de las plantas son más grandes debido a factores como la 
abundancia de secuencias repetitivas, la presencia de intrones largos que contienen secuencias no 
codificantes susceptibles de expandirse, y la adquisición de secuencias provenientes de otros genomas 
que se han integrado en el genoma mitocondrial a lo largo de la evolución (como los genomas del 
núcleo y del cloroplasto, o genomas de virus y bacterias; Unseld et al., 1997; Aono et al., 2002; Alverson 
et al., 2011). La abundancia en secuencias repetitivas es una característica de los genomas 
mitocondriales de las angiospermas, y ocasiona un gran dinamismo estructural (Gualberto and Newton, 
2017). La elevada frecuencia de recombinación es la principal responsable de la rápida evolución 
estructural de los genomas mitocondriales de las plantas y de la generación de subgenomas lineales, 
circulares o ramificados (Bendich, 1993; Oldenburg y Bendich, 2001). 
En la células animales, el genoma mitocondrial está presente en un número de copias superior 
al de las células vegetales (Woloszynska et al., 2006; Preuten et al., 2010). En las plantas, el estado 
de madurez puede afectar al número de copias, como sucede en el maíz, donde la senescencia se ha 
asociado a un menor número de moléculas de ADNmt por célula (Oldenburg et al., 2013). También se 
ha observado que el número de copias del genoma mitocondrial varía según el tejido, como sucede en 
las raíces, que suelen contener más copias que las hojas (Kumar et al., 2014). Las mitocondrias 
también pueden presentar transferencia de material genético entre ellas debido a su capacidad de 
fusionarse (Arimura et al., 2004). Este hecho produce mitocondrias con diferente número de copias del 
genoma, e incluso dar lugar a mitocondrias con solo una parte del genoma o sin éste (Arimura et al., 
2004), como ilustra un estudio realizado en Arabidopsis thaliana, Nicotiana tabacum y Hordeum vulgare 
en el que, a pesar de que el número medio de proplastos de hojas maduras fue aproximadamente 450, 
el número de copias del gen atp1, que reside en el genoma mitocondrial y codifica la subunidad alfa de 
la ATP sintasa, fue de solo 280 (Preuten et al., 2010). A pesar del gran tamaño del genoma mitocondrial 
de las plantas respecto a los animales, el número de genes es parecido, oscilando entre 50 y 60 
(Gualberto et al., 2014). Esto contrasta con las diferencias de tamaño existentes entre los genomas 
mitocondriales de las plantas. 
La estructura de los genomas mitocondriales de plantas suele variar. Diversos experimentos, 
en los que se han empleado técnicas como la microscopia electrónica o los geles de campo pulsado, 
no han podido verificar una predominancia estructural del genoma (Oldenburg y Bendich, 2001; Backert 
y Börner, 2000; Cheng et al., 2017). Por lo general, abundan las moléculas lineales de distinto tamaño 
frente a las moléculas circulares o ramificadas (Backert et al., 1997). También se han descrito moléculas 
ramificadas cuya replicación se realiza mediante el mecanismo del círculo rodante, como posee la 
planta Chenopodium album (Backert et al., 1996). Sin embargo, la estructura física de los genomas 
mitocondriales de plantas suele representarse como una molécula circular de doble cadena (Smith y 
Keeling, 2015).  
2.2.3. Teoría endosimbiótica 
La teoría endosimbiótica propone que los cloroplastos y mitocondrias descienden de células 
procariotas de vida libre que sobrevivieron a la endocitosis por parte de una célula eucariota (Taylor, 
1974). La gran similitud fisiológica y bioquímica que presentan estos orgánulos respecto a las células 
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procariotas de vida libre, junto con la posesión de un genoma propio, son los dos grandes pilares en 
los que se sustenta esta teoría (John y Whatley, 1975). 
Las mitocondrias contienen aproximadamente 2.000 proteínas (Meisinger et al., 2008) y, sin 
embargo, los genomas mitocondriales únicamente codifican para 60 proteínas aproximadamente 
(Burger et al., 2013). La teoría endosimbiótica propone que la diferencia entre el número de proteínas 
y de genes presentes en la mitocondria se debe a la transferencia de genes desde el genoma 
mitocondrial hacia los cromosomas del núcleo (Martin y Herrmann, 1998). De este modo, las proteínas 
mitocondriales codificadas en el núcleo serían transportadas a las mitocondrias. Las secuencias 
retenidas en el genoma mitocondrial son necesarias para la cadena transportadora de electrones, para 
la síntesis de los ribosomas y para la regulación de la expresión de estos genes (Allen, 1993). 
Otras teorías propuestas planteaban un origen endógeno para los cloroplastos y mitocondrias 
que se encuentran en las células eucariotas a partir de invaginaciones de la membrana plasmática 
(Bogorad, 1975). Esta asunción asumía que el ADN de estos orgánulos debía ser más parecido al ADN 
nuclear que a cualquier otro puesto que el orgánulo al completo incluido su ADN derivaba de la célula 
que lo contenía. Más tarde, mediante comparaciones de secuencia se observó que el ADN de los 
cloroplastos presentaba similitud con secuencias nucleares de cianobacterias; y por medio de análisis 
de ARNr 16s, se descartó la teoría del origen endógeno para estos orgánulos, aceptándose las 
proteobacterias como organismo de origen para las mitocondrias (Yang et al., 1985; Stackebrandt et 
al., 1988; Giovannoni et al., 1988). 
La teoría endosimbiótica plantea que la supervivencia de una célula procariota a la endocitosis 
por parte de una eucariota hace 2.000 millones de años, pudo suponer la realización de la respiración 
para la obtención de energía para la célula eucariota (Zimorski et al., 2014). Este hecho se debe a que 
las mitocondrias se conciben en su origen como células procariotas de vida libre capaces de realizar 
funciones oxidativas carentes en las células eucariotas (Sa y Bl, 2017). Esta nueva función pudo 
suponer una gran ventaja evolutiva a las células eucariotas que dependían de la glicólisis o de la 
fermentación para la obtención de energía. 
Esta teoría es la más aceptada actualmente, y se ve apoyada por las numerosas características 
comunes que comparten las mitocondrias y las proteobacterias. Una de estas características es la gran 
similitud que existe entre genomas mitocondriales y la proteobacteria del género Rickettsia observada 
mediante comparaciones genómicas (Andersson et al., 1998). La división de las mitocondrias también 
presenta similitud con la de células procariotas debido a que ocurre por fisión (Margolin, 2005). Las 
porinas, proteínas transportadoras que se encuentran en la membrana bacteriana, también se 
encuentran en la membrana externa mitocondrial (Zeth y Thein, 2010; Fairman et al., 2011). Las 
proteínas que se generan en las mitocondrias contienen N-formilmetionina como primer aminoácido, 
siendo ésta, una característica de células procariotas (Schwartz et al., 1967; Smith y Marcker, 1968). 
El lípido cardiolipina, que se encuentra en la membrana interna mitocondrial solo se encuentra también, 
en las membranas bacterianas (Mileykovskaya y Dowhan, 2009). 
2.2.4. Replicación mitocondrial 
Como se ha mencionado en apartados anteriores, los ADN mitocondriales de plantas son 
mucho más extensos que los genomas mitocondriales de animales, llegando a alcanzar las 11,3 Mb 
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que posee la planta Silene conica (Knoop, 2004; Gualberto et al., 2014; Sloan et al., 2012). El genoma 
mitocondrial de células animales consiste en una molécula circular, y se replica mediante un bucle de 
manera unidireccional, utilizando un transcrito procesado como cebador, aunque también puede ser 
bidireccional por otros mecanismos (Bogenhagen y Clayton, 2003). La polimerasa que realiza la 
replicación esta codificada en el ADN nuclear. Sin embargo, los genomas mitocondriales de plantas 
poseen estructuras más complejas, a pesar de que su representación se ha realizado comúnmente 
mediante una secuencia circular de doble cadena (Oldenburg y Bendich, 2001; Backert y Börner, 2000; 
Cheng et al., 2017).  
Predominantemente, los genomas mitocondriales de las plantas son lineales y presentan 
diversas estructuras menores que dificultan un mecanismo de replicación similar al de los genomas 
mitocondriales animales. La replicación de los genomas mitocondriales en plantas es un proceso que 
todavía no se conoce completamente. Mediante técnicas proteómicas y métodos de búsqueda de 
homología en secuencias, se ha conseguido identificar algunos factores implicados en la replicación. 
Diversos estudios han propuesto el mecanismo del círculo rodante del bacteriófago T4 como 
aproximación al tipo de replicación que podría darse en el genoma mitocondrial de las plantas, junto 
con un mecanismo dependiente de recombinación (Backert et al., 1996, 1997; Oldenburg y Bendich, 
2001; Bogenhagen y Clayton, 2003; Manchekar et al., 2006, 2009). Este hecho supone un tipo de 
replicación más compleja que el mecanismo de bucle de los genomas mitocondriales animales 
(Bogenhagen y Clayton, 2003). A pesar de ello, no se sabe si los genomas mitocondriales de las plantas 
contienen orígenes de replicación. Tampoco se conocen los mecanismos que controlan el número de 
copias del genoma mitocondrial (Cupp y Nielsen, 2014). Sin embargo, el número de copias varía 
sustancialmente dependiendo del tejido, de las necesidades energéticas y del estado de madurez de 
la planta (Rauwolf et al., 2010; Oldenburg et al., 2014). Por ello, se asume que debe existir un 
mecanismo regulador del número de copias del genoma distinto del de las células animales. 
2.2.5. Transcripción 
Durante la coevolución de las mitocondrias y sus hospedadores, muchos genes de origen 
mitocondrial han sido transferidos al núcleo celular (Brennicke et al., 1993; Leister, 2005; Stegemann y 
Bock, 2006). Sin embargo, también se encuentran secuencias de origen nuclear en las mitocondrias, 
lo que pone de manufiesto que la transferencia de material genético del núcleo a la mitocondria también 
es posible (Sato, 2001; Hengeveld y Fedonkin, 2004). A pesar de sus similitudes con las α-
proteobacterias, de las que derivan, la maquinaria transcripcional de las mitocondrias es mucho más 
compleja y parecida a la de las células eucariotas que a la de las células procariotas (Liere et al., 2011). 
La transcripción mitocondrial en plantas produce ARN mensajeros policistrónicos, como los de 
las células procariotas (Rossmanith y Karwan, 1998). Sin embargo, no se han descrito genes 
cotranscritos en abundancia en plantas (Unseld et al., 1997; Giegé et al., 2000), lo que podría deberse 
a la elevada tasa de reorganización observada en los genomas mitocondriales de las plantas 
(Woloszynska et al., 2006; Arrieta-Montiel et al., 2009; Shedge et al., 2010).  
Como se ha comentado anteriormente, los genomas mitocondriales de los animales apenas 
poseen intrones. Sin embargo, los genomas mitocondriales de las plantas presentan intrones del grupo 
I e intrones del grupo II (Bonen, 2008). Algunos intrones de estos dos tipos codifican una enzima 
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llamada maturasa que promueve el procesamiento (splicing) y la integración de los intrones en nuevos 
sitios del genoma. La maturasa posibilita que los intrones de tipo I y II puedan ser móviles y capaces 
de auto-escindirse (Hammani y Giegé, 2014). 
Además de la maturasa, en el núcleo celular también se encuentran muchos factores que 
contribuyen al splicing en los genomas mitocondriales de plantas (Hammani y Giegé, 2014). En el 
genoma nuclear de plantas superiores se encuentran cuatro homólogos de matR llamados nMat1-4, 
que codifican productos cuya diana se encuentra en la mitocondria (Mohr y Lambowitz, 2003; Keren et 
al., 2009, 2). En dos de ellos, nMAT1 y nMAT2, se ha confirmado su papel en el splicing mitocondrial 
en Arabidopsis (Keren et al., 2009, 2, 2012). Aparte de estos elementos, otras proteínas con motivos 
“DEAD-box” (Asp-Glu-Ala-Asp) también pueden estar involucradas en el splicing (Köhler et al., 2010). 
2.2.6. Traducción 
Debido al origen procariota de las mitocondrias y al alto grado de conservación encontrado en 
las regiones de los ARN ribosómicos con células procariotas, cabría esperar que la traducción de los 
genes mitocondriales en las plantas fuese muy similar a los mecanismos que ocurren en células 
procariotas (Gray, 1992). Sin embargo, ciertas características relacionadas con la traducción del ADN 
difieren entre las células procariotas y las mitocondrias de las células vegetales. 
El reconocimiento del codón de inicio del ARN mensajero en las células procariotas 
depende de dos factores: el primero de ellos es el apareamiento de las bases entre el extremo 3' rico 
en pirimidinas de la subunidad pequeña del ARN ribosómico 16S; el segundo es la secuencia de Shine-
Dalgarno, rica en purinas, que está presente en el ARN mensajero. Esta secuencia se localiza de 5 a 
9 nucleótidos aguas arriba del codón de inicio de la traducción y suele constar de 4 a 5 nucleótidos. 
(Kozak, 1999; Marintchev y Wagner, 2004; Nakamoto, 2006). Sin embargo, un análisis realizado con 
164 secuencias situadas aguas arriba de genes mitocondriales que codificaban proteínas reveló que la 
secuencia de Shine-Dalgarno AGGAGG no está presente en muchos genes (Hazle y Bonen, 2007) 
Por otra parte, las mitocondrias de células vegetales poseen ribosomas similares a los de las 
bacterias que, sin embargo, han incorporado partes originarias de las células eucariotas hospedadoras 
(Bonen y Calixte, 2006). Otra peculiaridad es que los ARN mensajeros mitocondriales que carecen 
codon de terminación se traducen, como sucede con los ARNm de los genes nad6 y ccmC de 
Arabidopsis y en la coliflor (Raczynska et al., 2006). 
Estas observaciones ponen de manifiesto que existen diferencias entre la maquinaria 
traduccional de las células procariotas y la de las mitocondrias de las plantas. Así mismo, estas 
características apoyan la idea de que la traducción de los genes mitocondriales en los ribosomas puede 
estar asistida por factores tipo trans (Hammani y Giegé, 2014). Esta hipótesis está apoyada por la 
existencia de proteínas PPR (proteínas con repeticiones de pentatricopéptidos), tales como MPPR6, 
que se une a la región 5’ no traducida de la proteina ribosómica rps3 en el maiz, o la proteína PPR336 
que se asocia con los polisomas mitocondriales, lo que sugiere su participacion en la traducción 
mitocondrial (Uyttewaal et al., 2008; Manavski et al., 2012). La implicación de las proteínas PPR en la 
traducción mitocondrial de plantas también está apoyada por su habilidad para restaurar la fertilidad en 
plantas con flores. 
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2.3. Androesterilidad 
La androesterilidad hace referencia a la incapacidad de producir polen viable. Esta propiedad 
es especialmente atractiva para producir individuos híbridos. Para obtener híbridos, se cruzan plantas 
que difieren en rasgos de interés. Este procedimiento se realiza mediante la polinización cruzada de 
plantas de una misma especie, polinizando el ovario de una planta con el polen de otra. El interés por 
la obtención de híbridos se debe al mayor rendimiento que presentan en comparación con sus 
parentales. La mayor productividad puede atribuirse al vigor híbrido, también denominado heterosis. 
Los híbridos pueden llegar a ser entre un 15 y 50% más productivos que sus parentales, como sucede 
a ciertos híbridos del arroz cuyo rendimiento se incrementa en un 20% (Tester y Langridge, 2010). Este 
hecho es especialmente interesante para la sociedad actual, ya que se prevé un incremento del 70% 
en la demanda de alimentos en las próximas décadas, según datos de la Comisión Europea de 2011. 
Las variedades híbridas de cultivos como el maíz, arroz, girasol o sorgo suponen más del 50% de la 
producción agrícola global (Li et al., 2007). 
Para la obtención de plantas híbridas, es deseable impedir la autopolinización. Antiguamente, 
esto se lograba extirpando los estambres de las flores, para que la planta no pudiera producir polen. 
La emasculación puede realizarse manualmente o con ayuda de máquinas o agentes químicos, con el 
consiguiente incremento en el coste de producción. Las plantas androestériles no presentan estos 
inconvenientes, por lo que suponen una gran herramienta para la producción de híbridos. 
La androesterilidad fue descubierta por J.G. Kölreuter en 1763 (Mayr, 1986) y se ha descrito 
en más de 600 especies (Kaul, 1988). Puede estar causada por interacción entre genes mitocondriales 
con genes nucleares, en cuyo caso se conoce como esterilidad masculina citoplasmática CMS; o por 
genes nucleares únicamente, también denominada esterilidad génica masculina GMS (Vedel et al., 
1994). La esterilidad citoplasmática masculina impide la producción de polen funcional, y suele deberse 
a reorganizaciones del genoma mitocondrial que se tranmiten por vía materna (Eckardt, 2006; Chase, 
2007; Chen y Liu, 2014). Estas reorganizaciones se deben frecuentemente a recombinación no 
homólogas, aunque también pueden ocurrir entre secuencias repetidas (Sugiyama et al., 2005; Horn et 
al., 2014). Las reorganizaciones suelen causar la expresión de pautas de lectura abierta (ORF; open 
reading frames) quiméricas que causan disfunción mitocondrial (Chase, 2007) e incompatibilidad con 
el genoma nuclear durante desarrollo del gametofito, provocando el aborto del polen (Hanson y 
Bentolila, 2004). 
Esta androesterilidad es susceptible de ser revertida mediante genes nucleares denominados 
restauradores de la fertilidad (Rt) (Gabay-Laughnan y Laughnan, 1994). Estos genes suelen codificar 
proteínas PPR que reprimen la expresión de ORF tóxicas, como es el caso de la proteína PPR-B de 
Raphanus sativus (Uyttewaal et al., 2008; Fujii et al., 2011). Los genes restauradores de la fertilidad 
suelen manifestarse de manera dominante, aunque se han descrito casos de recesividad y 
superdominancia (Wen et al., 2003; Fujii y Toriyama, 2009; Wang et al., 2013). Los sistemas de 
restauración de fertilidad pueden actuar sobre el gametofito o sobre el esporofito de tal manera que una 
planta diploide CMS Rf/rf producirá dos tipos de gametos Rf y rf. Ambos tipos son funcionales si ocurre 
restauración esporofítica, mientras que sólo es funcional el tipo Rf si la restauración es gametofítica 
(Wise et al., 1999). El estudio de la androesterilidad también despierta gran interés por su relación con 
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el desarrollo del polen y las interacciones entre el núcleo y el citoplasma (Schnable y Wise, 1998; 
Hanson y Bentolila, 2004; Chase, 2007; Guo y Liu, 2012). 
2.4. Secuenciación y anotación de genomas mitocondriales 
La secuenciación del genoma de un organismo consiste en la determinación de su secuencia 
completa de nucleótidos. La anotación de un genoma consiste en la identificación y descripción de los 
genes que contiene dicha secuencia. El número de genomas mitocondriales depositados en la base de 
datos del NCBI ha experimentado un incremento exponencial en los últimos años (Smith, 2016). Entre 
2010 y 2012 se duplicó el número de secuencias mitocondriales depositadas en GenBank. Volvió a 
duplicarse en 2014, año en el que se describieron más de 1.000 nuevos genomas mitocondriales 
(Smith, 2016; NCBI). Actualmente, hay más de 8.080 secuencias pertenecientes a genomas 
mitocondriales en GenBank. Este gran número ha propiciado que sea el tipo de cromosoma eucariótico 
más secuenciado, lo que ha contribuido al avance de la ciencia forense, la medicina y la biología 
molecular evolutiva (Smith y Keeling, 2015; Smith, 2016). 
El número de artículos científicos publicados sobre genomas mitocondriales también ha 
aumentado exponencialmente (Smith, 2016). Más de 4.900 artículos publicados en 2017 contienen las 
palabras "genoma mitocondrial completo", lo que supone un número mayor al de los años 2000 a 2014 
combinados (Smith, 2016). Muchos de estos artículos estudian relaciones filogenéticas, enfermedades 
mitocondriales o describen la secuencia de genomas mitocondriales, lo que puede emplearse para 
caracterizar aspectos como su estructura o los mecanismos de reparación, replicación, transcripción y 
traducción (Dimauro y Davidzon, 2005; Witt et al., 2015). 
Este incremento en el número genomas mitocondriales secuenciados ha sido posible gracias 
a avances en las tecnologías de secuenciación y al desarrollo de programas bioinformáticos, que 
permiten su secuenciación y anotación de forma rápida, barata y eficaz. Muchas veces no es necesario 
purificar las mitocondrias para secuenciar y ensamblar el genoma mitocondrial. La secuenciación de 
una muestra de ADN total con las nuevas tecnologías de secuenciación suele ser suficiente para 
realizar el ensamblaje de un genoma mitocondrial (Smith, 2012). 
2.5. Herramientas moleculares para la mejora genética del ajo 
La reproducción vegetativa de la mayoría de las variedades comerciales de ajo es una de las 
grandes limitaciones que poseen los programas de mejora genética de esta especie. En la actualidad, 
solo algunas variedades de ajo poseen la capacidad de florecer y producir semillas. La ausencia de 
reproducción sexual y la consecuente falta de recombinación meiótica limitan las herramientas para la 
mejora genética de esta especie a la acumulación de mutaciones somáticas y su posterior selección 
clonal (Bhagyalakshmi et al., 2009). 
La secuenciación del genoma nuclear del ajo es una tarea compleja debido a su gran tamaño, 
que alcanza 15,9 Gb (Kamenetsky et al., 2015). A pesar de ello, se han realizado diversos estudios 
transcriptómicos que permiten la realización de estudios sobre la función de los genes (Kim et al., 2009; 
Shemesh-Mayer et al., 2015). A estos trabajos se suman otros en los que se describen marcadores 
moleculares para el ajo, como microsatélites y AFLPs (Buso et al., 2008; Cunha et al., 2012; Jo et al., 
2012). Estos trabajos han permitido la realización de estudios sobre las relaciones filogenéticas entre 
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especies del género Allium y la creación de mapas de ligamiento genético del ajo, entre otros (Ipek et 
al., 2004; Zewdie et al., 2005). 
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3. Antecedentes y Objetivos
La línea de trabajo en la que se enmarca este proyecto tiene como objetivo desarrollar 
herramientas genéticas y moleculares para el estudio del ajo cultivado, Allium sativum. En el marco de 
esta línea de investigación, iniciada en 2015 en el laboratorio del tutor (Dr. Héctor Candela), se han 
realizado diversos experimentos para ampliar el conocimiento disponible sobre el genoma del ajo. Estos 
experimentos incluyen caracterización de los transcriptomas de diversos tejidos del ajo, que han sido 
secuenciados, ensamblados de novo y anotados. Por el interés básico del conocimiento del genoma 
del ajo y por sus posibles aplicaciones, iniciamos la caracterización del genoma de los orgánulos 
(cloroplasto y mitocondria) de esta especie.  
El estudio a nivel molecular de Allium sativum facilitará el desarrollo de herramientas para 
comprender las bases moleculares de los problemas que limitan la mejora genética del ajo cultivado, 
como la infecundidad de las flores de casi todas las variedades o la infección de los recursos genéticos 
disponibles con agentes patógenos como nematodos o virus. 
Algunos grupos de investigación han investigado la base molecular de la infertilidad en esta 
especie y han logrado la producción de flores fértiles en unas pocas variedades del ajo (Shemesh Mayer 
et al., 2013; Mayer et al., 2015; Shemesh-Mayer et al., 2015). Estos estudios de restauración de la 
fertilidad posibilitarán en el futuro el desarrollo de variedades híbridas del ajo cultivado. El estudio del 
genoma mitocondrial podría facilitar la identificación de marcadores moleculares asociados a la 
esterilidad en el ajo (Shemesh-Mayer et al., 2015). Esta aproximación es la que se ha seguidoen una 
especie muy próxima, la cebolla, Allium cepa, y podría permitir el desarrollo de sistemas basados en 
androesterilidad para la obtención de variedades híbridas de ajo (Kim et al., 2009). 
En un trabajo anterior se completó la secuenciación, ensamblaje de novo y anotación del 
genoma del cloroplasto del ajo, Allium sativum. El objetivo principal de este Trabajo de Fin de Grado, 
complementario del trabajo anterior, ha sido realizar la secuenciación, ensamblaje de novo y anotación 
del genoma mitocondrial de Allium sativum. Este objetivo ha sido concretado en los siguientes objetivos 
particulares, que se corresponden con las etapas seguidas en la realización del trabajo: 
1. Realizar la secuenciación y el ensamblaje de novo del genoma mitocondrial de Allium sativum
mediante el uso de herramientas bioinformáticas adecuadas.
2. Realizar la anotación de los genes contenidos en la secuencia del genoma mitocondrial,
utilizando para ello una combinación de métodos ab initio y métodos basados en homología.
3. Contribuir al conocimiento de las bases moleculares responsables de la diversidad estructural
del genoma mitocondrial. Este tercer objetivo se planteó tras detectar hechos de
recombinación entre las secuencias de varios cóntigos.
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4. Materiales y Métodos
4.1. Cultivo en maceta de Allium sativum 
Las plantas de ajo se cultivaron en macetas con dimensiones de 11×11,5 cm, todas ellas 
situadas en bandejas de plástico con dimensiones de 28×50 cm. El contenido de las macetas constaba 
de tres componentes principales: perlita, vermiculita y turba, con la proporción de 2:2:1 (v/v/v) 
respectivamente. En cada maceta se plantaron dos dientes de ajo. Las macetas fueron irrigadas con 
una disolución nutritiva comercial (abono Universal Carrefour), que contiene diferentes elementos en 
las concentraciones que se indican: nitrógeno (N): 6% (incluye N amoniacal: 2,8%; N ureico: 2,2%; y N 
nítrico: 1,0%); pentóxido de fosforo (P2O5): 6%; oxido de potasio (K2O): 6%; micronutrientes: cobre (Cu): 
0,002%; hierro (Fe): 0,025%; manganeso (Mn): 0,014%; molibdeno (Mo): 0,001%; y zinc (Zn) quelado 
con EDTA: 0,004%.  
Las plantas se irrigaron con agua una vez a la semana y cada 15 días con la disolución nutritiva 
previamente mencionada en forma de disolución al 0,5% (v/v). En todo momento, el nivel de líquido 
presente en las bandejas se mantuvo de 2 a 3 cm. Las plantas se mantuvieron en una cámara climática 
con una temperatura que fue de 23±1°C. Esta cámara utiliza tubos fluorescentes F28 T5/D y Leuci T5-
28W que proporcionan iluminación continua de 5.000 lx. 
4.2. Purificación de ADN genómico 
Para la purificación del ADN genómico de las plantas de ajo se empleó el kit GeneJET Plant 
Genomic DNA Purification Mini Kit, indicado para plantas. El protocolo indicado por el fabricante 
(Thermo Scientific) fue el procedimiento que se siguió y se resume a continuación. Se emplearon 200 
mg de tejido foliar de plantas de ajo jóvenes pertenecientes a la variedad “Spring blanco” y que fueron 
proporcionadas por la empresa Coopaman S. C. L. Este tejido fue triturado empleando morteros 
estériles de porcelana con la ayuda de nitrógeno líquido. Después, el material vegetal fue 
trasladado a tubos eppendorf y se adicionaron 350 µL de tampón de lisis A. Se empleó un vórtex para 
agitar dichos tubos durante 10-15 s antes y se agregaron 50 µL de tampón de lisis B junto con 20 µL 
de RNasa A. Seguidamente, se procedió a la incubación de los tubos en un baño con temperatura de 
65°C durante 10 min con agitación periódica. 
Tras este paso, fueron agregados a cada tubo 130 µL de disolución de precipitación, se agitaron 
los tubos por inversión y se incubaron 5 min en hielo. A continuación, los tubos fueron centrifugados 
durante 5 min a 13.300 rpm (16.300g). Los sobrenadantes de cada tubo se trasladaron a tubos limpios 
y se adicionaron 400 µL de disolución de unión (binding solution) y 400 μL de etanol al 96%. El 
volumen resultante fue transferido por fracciones de 600-700 μL a las columnas proporcionadas por el 
kit. Estas columnas fueron centrifugadas a 8.000 rpm (5.900g) durante 1 min, desechando el 
sobrenadante tras su paso por la misma. Seguidamente, las columnas fueron lavadas dos veces 
empleando 500 μL de tampón de lavado 1, que fue eliminado tras una centrifugación durante 1 min a 
10.000 rpm (9.200g).  
Posteriormente, se adicionaron 100 µL de tampón de elución al ADN genómico (ADNg) 
inmovilizado en la columna. Esta adición se realizó en el centro de la columna para obtener un mejor 
rendimiento en la elución del ADNg, tal y como indicaba el fabricante. Las columnas fueron incubadas 
a temperatura 
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ambiente durante 5 min. Finalmente, se centrifugaron a 10.000 rpm durante 5 min para eluir el 
contenido en tubos eppendorf estériles que fueron conservados a 4°C hasta el momento de su 
secuenciación. 
4.3. Electroforesis de ácidos nucleicos en geles de agarosa 
Para evaluar la calidad del ADN purificado, se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 
1% (m/v) en tampón de electroforesis TAE 1x (1 g de agarosa en 100 mL de TAE 1x). La disolución de 
TAE 1x se preparó a partir una disolución madre a concentración 50x (Tris-HCl 2 M; ácido acético 
5,71%; EDTA 50 mM; pH 8,0). La tinción del gel se realizó con 2,5 µL de SimplySafe (EURx, Molecular 
Biology Products), que se añadieron a la disolución de agarosa antes de su solidificación. En la primera 
calle de cada gel se cargaron 5 µL de marcador de peso molecular (GeneRuler 1 Kb Plus DNA Ladder 
de Thermo Scientific) a una concentración de 0,1 µg/ µL). Las muestras se prepararon con 2 µL de 
ADN, 8 µL de agua desionizada y 2 µL de tampón de carga 10x (DNA Loading Buffer 10x de 5prime). 
Por último, la electroforesis se llevó a cabo a 100 V durante 35 min con una fuente de alimentación 
(LabNet). 
4.4. Análisis bioinformático 
4.4.1. Ensamblaje del genoma 
Las muestras de ADN genómico extraídas del tejido foliar fueron secuenciadas por la empresa 
STAB VIDA (Caparica, Portugal) para su secuenciación con un secuenciador masivamente paralelo 
Illumina HiSeq 2500 y lecturas emparejadas (paired-end reads) de 101 nucleótidos . Posteriormente, 
se empleó el programa FastQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/ projects/fastqc/) que evalúa 
la calidad de lecturas producidas y detecta la presencia en las mismas de secuencias provenientes de 
los adaptadores adicionados durante la elaboración de las muestras.  
Para excluir las secuencias provenientes del genoma del cloroplasto, alineamos las lecturas a 
dicho genoma mediante el programa Bowtie2 (versión 2.1.0), que emplea una algoritmo de alineamiento 
muy eficiente basado en la transformación de Burrows-Wheeler (Langmead et al., 2009; Langmead y 
Salzberg, 2012). El índice del genoma de referencia se preparó con el programa bowtie2-build, 
especificando la secuencia, determinada previamente en el laboratorio, con la opción -f. El 
alineamiento de las lecturas emparejadas se llevó a cabo mediante el programa bowtie2, con las 
siguientes opciones: -x (especifica el índice del genoma al que deben alinearse las lecturas, preparado 
anteriormente con bowtie2-build), --qc-filter (descarta las lecturas de baja calidad), -p 
(especifica el número de procesadores disponibles; en nuestro caso es igual a 32), y --no-discordant 
(descarta las parejas de lecturas cuyos alineamientos no son concordantes). Las parejas de lecturas 
no alineadas se utilizaron, a continuación, para realizar un ensamblaje de novo. 
El ensamblaje de novo de las lecturas se llevó a cabo con el programa Velvet (versión 1.2.10) 
(Zerbino y Birney, 2008), ejecutando consecutivamente los programas velveth y velvetg. El programa 
velveth se ejecutó con las opciones siguientes: longitud de los k-meros de 61 nucleótidos (parámetro 
denominado hash length por los autores del programa), lecturas emparejadas cortas (--shortPaired), 
en formato Fastq (--fastq), suministradas en archivos separados (--separate) y almacenamiento de 
los datos en formato binario (--create_binary). El programa velvetg se ejecutó con las opciones 
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siguientes: cobertura esperada 27 (--exp_cov 27), cobertura máxima 54 (--max_cov 54), umbral de 
cobertura (--cov_cutoff 5) y otras (--scaffolding no –read trkg yes). El grafo del ensamblaje, 
producido por velvetg, se visualizó con el programa Bandage (Wick et al., 2015), que representa los 
solapamientos entre los cóntigos. Se realizaron búsquedas BLAST con el programa Bandage con un 
valor de E de 1×10-10.  
Las lecturas se alinearon a los cóntigos resultantes con ayuda de Bowtie2, por el procedimiento 
descrito. Los archivos SAM resultantes se convirtieron a formato BAM mediante el comando view de 
samtools (Li et al., 2009). Los archivos BAM se ordenaron según la posición de las lecturas en el 
genoma de referencia mediante el comando sort de samtools. El archivo resultante se indizó con el 
comando index de samtools y se visualizó con ayuda del programa Tablet (Milne et al., 2013).  
4.4.2. Anotación del genoma 
Se emplearon diversos programas para la anotación del genoma. Para la identificación de 
genes cuyo producto eran moléculas de moléculas de ARN no codificante (ARNt y ARNr) se emplearon 
los programas ARAGORN (Laslett y Canback, 2004) y tRNA-scan (Schattner et al., 2005) en caso de 
los ARNt, y RNAmmer 1.2 Server (Lagesen et al., 2007) para los ARNr, con sus opciones por defecto. 
La anotación de genes correspondientes a proteínas se realizó mediante una aproximación basada en 
homología, empleando alineamientos efectuados con el conjunto de programas BLAST (Altschul et al., 
1990, 1997).  
4.5. Diseño de cebadores 
En este trabajo se han realizado amplificaciones mediante PCR con diferentes objetivos, entre 
los que se encuentra la confirmación de los resultados de los ensamblajes bioinformáticos y la 
secuenciación de fragmentos de ADN mitocondrial. Los cebadores utilizados en este trabajo han sido 
sintetizados por un proveedor comercial (Sigma-Aldrich) y se muestran en la Tabla 1. El programa 
Primer3web en su versión 4.0.0 (http://primer3.ut.ee/; Untergasser et al., 2012; Koressaar et al., 2007) 
se utilizó para diseñar los cebadores, de modo que no formaran estructura secundaria y su temperatura 
de hibridación fuese adecuada. El programa Bandage se utilizó como ayuda visual para escoger las 
regiones a amplificar. 
4.5. Amplificaciones mediante PCR 
Las reacciones de PCR se prepararon en tubos eppendorf de 0,2 mL de pared fina. Un conjunto 
de reacciones se llevó a cabo en un volumen de 20 µL y otro en un volumen de 10 µL. La composición 
de las reacciones con volumen de 20 µL fue la siguiente: 6,3 μL de agua desionizada, 2 μL de 
DreamTaq Buffer 10x, 1,6 μL de una mezcla de los 4 dNTP a una concentración de 10 mM (con cada 
uno de ellos a 2,5 mM), 4 μL de cada uno de los cebadores forward y reverse correspondientes a 2,5 
μM cada uno, 0,1 μL de la enzima DreamTaq a 5 U/μL y 2 μL de ADN genómico como molde. En las 
reacciones de 10 µL se utilizaron las mismas concentraciones finales., Los reactivos se mantuvieron 
en hielo durante la preparación de las mezclas de reacción.  
Se empleó un termociclador T100 Thermal Cycler (Bio-Rad) para la incubación de las 
reacciones de PCR con el siguiente programa de amplificación. La primera etapa se programó́ a 95°C 
con una duración de 2 min. Tras esta, se realizaron 35 ciclos en las siguientes condiciones: (1) una 
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etapa de desnaturalización a 95°C 30 s; (2) una etapa de hibridación a una temperatura de 58°C, 
correspondiente a la temperatura de fusión (Tm) más baja de los cebadores presentes en la mezcla de 
reacción, durante 30 s; y (3) una etapa de síntesis a 72°C durante 2 min y 30 s, tiempo que se seleccionó 
considerando la tasa de síntesis de ADN de la enzima DreamTaq, que es de 1 kb cada 30 s. Por último, 
se añadió́ una etapa de extensión final a 72°C durante 5 min. 
Tabla 1.- Nombre y secuencia de los cebadores empleados 
Cebador Secuencia nucleotídica (5'➝ 3')
Tm 
(°C) 
Letra 
asignada 
Contig_1 GAATTGATTGAATGCGGGCA 67,9 A 
Contig_1_R GTGAAAGACGGTCAACAAGC 62,3 B 
Contig_9_R TGTCGGAGTGAAAGAGCGAA 66,1 C 
Contig_23 TCAGGTAAATGCGCATTCCT 64,4 D 
Contig_25 GGCAAGTTCAGTTGTCGAGG 64,8 E 
Contig_28_R GTCGAGAAGGGAGGTGTGAA 64,3 F 
Contig_16_R CTGGCAGCTATGAGTCTAGC 59,4 G 
Contig_2_R GTACCTCTCTAGCATCCCCT 58,8 H 
Contig_1_E ATAGCCGCTAAGAAACCACG 63,0 I 
Contig_51 CACACGATATAGGAAGCGGA 62,6 J 
Contig_31 AGAGGTTCGTCGTACAGGTG 61,8 K 
Contig_6_4_F GCTCGTGTGGAACCTTGGAT 66,3 L 
Contig_6_4_R GTTCCTGCTTCCGTTTTGAG 63,6 M 
Contig_4_1_F_ GCGAAAAGGACTCTGACCTG 63,9 N 
Contig_4_1_R CGAGACGGCGTGACATACTA 63,9 O 
Contig_29_23_F TCAACGCCCTTACGAGGTAG 64,0 P 
Contig_29_23_R CCAGATGCTTAGCCAGAAGC 63,9 Q 
4.6. Purificación de productos de PCR 
Tras la correcta visualización en un gel de agarosa de los resultados esperados, se realizó la 
purificación de los productos de PCR. Para eliminar dímeros de cebadores y cebadores no 
incorporados que se encontraran en la mezcla de reacción, empleamos el kit GeneMATRIX 
PCR / DNA Clean-Up Purification Kit siguiendo el protocolo del fabricante (EURx). El ADN purificado 
se almacenó a -20 °C. 
4.7. Secuenciación de los productos de PCR 
Los productos de PCR purificados fueron secuenciados mediante el método de Sanger por la 
empresa STAB VIDA (Caparica, Portugal) en reacciones preparadas con los mismos cebadores 
utilizados en la amplificación. 
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5. Resultados
5.1. Ensamblaje de novo del genoma del cloroplasto del ajo 
En este trabajo hemos llevado a cabo la secuenciación, ensamblaje de novo y anotación de 
~300 kb del genoma mitocondrial del ajo, con el objetivo de contribuir al desarrollo de nuevas 
herramientas moleculares para la caracterización genómica de variedades de esta especie. La 
secuenciación del genoma mitocondrial se ha llevado a cabo a partir de una muestra de ADN total 
purificada a partir de tejido foliar de plantas jóvenes de ajo, que ha sido utilizada previamente con éxito 
para la secuenciación del genoma completo del cloroplasto (Gallego-Zaragoza, 2016). La 
secuenciación fue llevada a cabo por un secuenciador masivamente paralelo de Illumina HiSeq2500 
mediante un protocolo de secuenciación por síntesis. Dicha secuenciación produjo 84.919.528 lecturas 
emparejadas (paired-end reads) de 101 nucleótidos de longitud (producto de secuenciar 42.459.814 
fragmentos por ambos extremos). 
Para realizar el ensamblaje del genoma mitocondrial, en primer lugar excluimos las lecturas 
derivadas del genoma del cloroplasto. Para ello, realizamos el alineamiento de las lecturas a este 
genoma mediante el programa Bowtie2, según se describe en la sección de Materiales y Métodos. Las 
parejas de lecturas no alineadas se ensamblaron a continuación mediante el programa Velvet (versión 
1.2.10). Este programa ensambla las secuencias mediante una estrategia basada en la representación 
de las lecturas mediante un grafo de De Bruijn (Zerbino y Birney, 2008). El ensamblaje se realizó con 
las opciones descritas en la sección de Materiales y Métodos. La selección de umbrales de cobertura 
mínima (5) y máxima (54) tiene como objetivo excluir posibles secuencias remanentes de origen 
cloroplástico, que deberían encontrarse a una cobertura mucho mayor, y de origen nuclear, ya que la 
cantidad de secuencia obtenida equivale a una cobertura 0,5x del genoma nuclear del ajo. Nuestro 
ensamblaje produjo 4.169 cóntigos, con una longitud acumulada de 1.946.224 pb. La longitud del 
cóntigo más largo fue 79.866 pb, y el valor N50 del ensamblaje fue 1.373 pb. Estos cóntigos 
incorporaron 2.581.065 lecturas (3,04% del total), y deben estar enriquecidos en secuencias de origen 
mitocondrial. 
Posteriormente, empleamos el programa Bandage para representar el grafo producido por 
Velvet, que permite visualizar los solapamientos existentes entre los cóntigos producidos en el 
ensamblaje de novo. Al representar los cóntigos mediante Bandage, apreciamos ramificaciones en el 
grafo, en las que dos o más cóntigos se unen a un tercero por el mismo lugar, posibilitando diversas 
reconstrucciones distintas de la secuencia (Figura 1). Para determinar la conectividad entre los cóntigos 
e identificar la secuencia correcta, descartando conexiones artefactuales de las secuencias producidas 
durante el ensamblaje, realizamos amplificaciones mediante PCR con cebadores diseñados a partir de 
las secuencias de los posibles recorridos a través del grafo (Tabla 1). Las secuencias utilizadas para el 
diseño de los cebadores se localizan en los extremos de cóntigos adyacentes, o en posiciones en las 
que un mismo cóntigo podría conectarse con varios diferentes, como se aprecia en la Figura 1. 
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Figura 1.- Grafos representados por Bandage. Se representan en colores los cóntigos bicatenarios ensamblados 
que presentan similitud con el ensamblaje de novo. Se han destacado en las figuras A, B y C lugares de intersección 
entre cóntigos que dan lugar a diversos caminos posibles. Se muestran en las figuras D y E lugares de unión entre 
cóntigos separados por huecos susceptibles de ser rellenados. Las flechas negras representan la secuencia empleada 
para la construcción de los cebadores en dirección 5' a 3'. Las letras acompañando a cada flecha indican el nombre 
del cebador. La flecha bidireccional roja indica el tamaño de la secuencia común a los cóntigos. Los números que 
aparecen en cada cóntigo indican su cobertura. 
Para el diseño de los cebadores se escogieron una cantidad de nucleótidos entre 500-700 pb 
aguas arriba o aguas abajo de los cóntigos involucrados en intersecciones, de tal manera que el 
producto de PCR a amplificar tuviera un tamaño de 1 kb aproximadamente. Una vez seleccionada la 
secuencia se empleó el programa Primer3web 4.0.0. para el óptimo diseño de los cebadores. 
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Figura 2.- Electroforesis en gel de agarosa de las amplificaciones por PCR realizadas con los diversos 
cebadores y contenido de las calles. La calle 1 de cada gel fue cargada con marcador de peso molecular 
y se indican los tamaños de las bandas en pb. El resto de las calles fueron cargadas con cada una de 
las combinaciones de cebadores que darían lugar a los caminos representados por Bandage en las 
intersecciones y con su respectivo control negativo carente de ADN genómico. 
Los resultados de las amplificaciones por PCR se muestran en la Figura 2. Como se puede 
apreciar en los geles de electroforesis, se amplificaron todos los caminos posibles que unían a los 
cóntigos implicados en intersecciones mostradas en la Figura 1 excepto el camino unido por los 
cebadores I y K. De los lugares con secuencia entre cóntigos no resuelta por Bandage únicamente no 
se amplificó el camino que une los cebadores P y Q, indicando que no se encuentra en el genoma 
mitocondrial. El hecho de que se produzca amplificación en el resto de caminos verifica la existencia 
de los mismos en el genoma mitocondrial del ajo. Posteriormente, se purificaron los productos de ADN 
de la PCR y se corrieron en un gel para comprobar su calidad antes de mandarlos a secuenciar (Figura 
3). 
Figura 3.- Electroforesis en gel de agarosa de la purificación de ADN de las amplificaciones por PCR 
realizadas con los diversos cebadores. La calle 1 fue cargada con marcador de peso molecular y se 
indican los tamaños de las bandas en pb. 
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Figura 4.- Cóntigos conteniendo secuencias repetitivas marcadas en color rojo. Se representan las posibles 
reorganizaciones encontradas en el genoma debidas a las recombinaciones causadas por las secuencias repetitivas. 
En la imagen A se ilustran las secuencias pertenecientes a los cóntigos involucrados en la intersección de la Figura 
1 A. En la imagen B se ilustran las secuencias pertenecientes a los cóntigos involucrados en la intersección de la 
Figura 1 C. Se indica entre paréntesis el cebador que amplifica el cóntigo correspondiente. 
Tras la secuenciación por Sanger, se analizaron las secuencias obtenidas para delimitar con 
precisión las secuencias repetidas asociadas a bifurcaciones en el grafo de los cóntigos (Figura 4). 
Hemos planteado que las secuencias repetitivas generan hechos de recombinación que dan lugar a 
diferentes reorganizaciones estructurales y subgenomas que pueden explicar la variedad de posibles 
caminos encontrados en los ensamblajes mitocondriales de la mitocondria del ajo. 
En este trabajo se ha realizado una aproximación a una secuenciación, no hemos conseguido 
ensamblar el genoma mitocondrial completo por diversos motivos, a diferencia del genoma 
cloroplástico del ajo, ya realizado en el mismo laboratorio. Una de las razones es la menor cobertura 
del genoma mitocondrial frente al genoma del cloroplasto que aparece con una cobertura media 
superior a 1 orden de magnitud. Otro de los hechos que ha podido complicar el ensamblaje es que el 
ADN empleado ha sido ADN genómico, que presenta secuencias de núcleo, cloroplasto y 
mitocondria, en vez de ADN mitocondrial purificado. Otra característica que complica el ensamblaje 
es la compleja estructura que poseen las mitocondrias, debido a que poseen 
numerosas secuencias repetitivas que dan lugar a reorganizaciones genómicas, como se ha 
comentado en este trabajo. 
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5.2. Anotación del genoma 
Hemos identificado los genes contenidos en el genoma mitocondrial del ajo mediante 
aproximaciones ab initio y basadas en homología. Hemos empleado la herramienta BLAST (Altschul et 
al., 1990; 1997) para identificar secuencias codificantes parecidas a las presentes en otros genomas 
mitocondriales de angiospermas (Tabla 3). Para la identificación de genes correspondientes a 
moléculas de ARN no codificantes utilizamos el programa ARAGORN (Laslett y Canback, 2004) en 
caso de los ARNr y los programas RNAammer 1.2 Server (http://www.cbs.dtu.dk/ services/RNAmmer/; 
Lagesen et al., 2007) y tRNA-scan (Schattner et al., 2005) para la búsqueda de ARNt. 
Si bien no hemos conseguido ensamblar el genoma mitocondrial completo, hemos identificado 
un total de 67 genes en los cóntigos que hemos caracterizado (Tabla 2). Este conjunto de genes incluye 
40 genes que codifican proteínas implicadas en diversos procesos, 24 que corresponden a moléculas 
de ARNt y 3 a moléculas de ARNr, como se describe con mayor detalle en las secciones siguientes.  
Tabla 2.- Genes identificados en la secuencia del genoma mitocondrial del ajo. 
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Complejo I NADH deshidrogenasa nad1, nad2, nad3, nad4, nad4L, nad5, nad6, nad7 y nad9 
Complejo II succinato deshidrogenasa sdh4 
Complejo III citocromo bc1 cob 
Complejo IV citocromo c oxidasa cox1, cox2 y cox3 
Complejo V atp sintasa atp1, atp4, atp6, atp8 y atp9 
C
on
tro
l d
e 
la
 e
xp
re
si
ón
 g
én
ic
a Genes de origen nuclear rpo 
Subunidad grande ribosomal rpl2 
Subunidad pequeña ribosomal rps2, rps12, rps14a y rps14b 
Genes ARNr 5sRNA, 16s RNA y 23 sRNA 
Genes ARNt 
trnA-UGC, trnR-ACG, trnR-UCU, trnN-GUU, trnD-GUC 
(×2), trnC-GCA (×2), trnE-UUC (×4), trnQ-UUG, trnG-
GCC, trnK-UUU, trnL-UAA, trnL-UAG, trnL-UAG, trnL-
CAA, trnM-CAU (×4), trnF-GAA, trnP-UGG, trnS-CGA, 
trnS-UGA, trnS-GCU, trnT-GGU (×3), trnW-CCA, trnY-
GUA (×5) y trnV-GAC 
O
tro
s 
ge
ne
s Genes de origen cloroplástico atpA, lhbA, petG, psaJ, psbA, petL, rpl33 y ycf4 
Biogenesis del citocromo c ccmB, ccmC, ccmFc, ccmFn1 y ccmFn2 
Intrón maturasa matR 
Transportador independiente Sec-Y mttB 
5.2.1. Genes necesarios para la expresión génica de la mitocondria 
Un gran conjunto de los genes identificados posee funciones implicadas en la expresión de los 
genes del genoma mitocondrial. Sólo hemos encontrado 5 genes (de los 24 descritos en otros genomas 
mitocondriales de plantas) que codifican proteínas de las subunidades grande y pequeña del ribosoma. 
Este número es superior al hallado en el genoma mitocondrial de la cebolla, donde sólo se ha 
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encontrado rps12. En cuanto a los ARN de transferencia, hemos anotado 24, un número superior al 
encontrado en plantas como la cebolla, la colza o el cocotero y otras (Tabla 3). También hemos 
encotrado un fragmento con similitud a la ARN polimerasa (rpo) descrita en el genoma mitocondrial del 
cocotero (Aljohi et al., 2016). 
5.2.2. Genes implicados en la cadena de transporte de electrones 
Otro gran conjunto de genes anotado en el genoma mitocondrial del ajo está implicado en los 
complejos de la cadena transportadora de electrones (Tabla 2). A pesar de no haber realizado un 
ensamblaje completo del genoma mitocondrial, la secuencia obtenida contiene todos los genes 
encontrados previamente en otros genomas mitocondriales de plantas para los complejos I, III, IV y V. 
Destaca la presencia en el genoma mitocondrial del gen sdh4, que codifica una proteína del 
complejo II succinato deshidrogenasa, ya que está ausente en otros genomas mitocondriales de 
monocotiledóneas, como en Oryza sativa, donde se encuentra codificado en el núcleo.  
Figura 5.- Representación de dos cóntigos del genoma mitocondrial del ajo. Los genes representados por 
encima de cada línea se transcriben en sentido 5' a 3', y los genes representados por debajo se transcriben 
en sentido 5' a 3' de la hebra complementaria. Los arcos representan unen exones del mismo gen. 
5.2.3. Otros genes 
En el ensamblaje realizado del genoma mitocondrial del ajo hemos encontrado otros genes 
entre los que destacan los pertenecientes a la biogénesis del citocromo C y los de origen cloroplástico. 
Resulta de interés uno de los genes encargados de la biogénesis del citocromo C, ccmFn. Este gen se 
encuentra como tal en los genomas mitocondriales de todas las plantas monocotiledones secuenciadas 
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hasta la fecha excepto en cinco: Philodendron oxycardium, Agave attenuata, Eichhornia crassipes, 
Cocos nucifera y Allium cepa, en las que se encuentra dividido en dos genes, ccmFn1 y ccmFn2. En 
las secuencias estudiadas, hemos encontrado los genes ccmFn1 y ccmFn2 separados en diferentes 
cóntigos, indicando que posiblemente este gen también se encuentre separado en esta especie. 
En el ensamblaje realizado se han encontrado secuencias de origen cloroplástico. Los 
genomas mitocondriales y cloroplásticos suelen presentar cierta similitud debido a la transferencia de 
secuencias entre los mismos (Stern and Lonsdale, 1982; Stern and Palmer, 1984). Esta transferencia 
se estima que ha ocurrido durante 300 millones de años (Wang et al., 2007), hecho que dificulta el 
ensamblaje del genoma mitocondrial a partir de una muestra de ADN total, en la que muchas lecturas 
podrían derivar igualmente de los genomas mitocondrial y cloroplástico. En nuestro ensamblaje, hemos 
determinado la presencia de ocho genes de origen cloroplástico (Tabla 2). 
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6. Discusión
En este Trabajo de Fin de Grado hemos efectuado la caracterización de una parte del genoma 
mitocondrial de una planta cultivada, el ajo (Allium sativum). Los cóntigos que hemos ensamblado 
suman un tamaño aproximado al del genoma mitocondrial de la cebolla (Allium cepa) 316.363 pb, que 
ha sido publicado recientemente (Kim et al., 2016). La línea de investigación desarrollada en el 
laboratorio del tutor en la que se engloba este trabajo, tiene como propósito contribuir al conocimiento 
del genoma del ajo. Con el objetivo de desarrollar herramientas para el análisis genético y genómico 
de esta planta, se han realizado experimentos en el laboratorio del tutor, que incluyen la secuenciación, 
ensamblaje de novo y anotación del transcriptoma de varios tejidos del ajo y del cloroplasto (Gallego-
Zaragoza, 2016). Este tipo de estudios sobre los genomas de la mitocondria y el cloroplasto suponen 
un punto de partida para futuros estudios sobre el genoma nuclear del ajo. 
En este trabajo se ha empleado ADN genómico extraído de tejido foliar de plantas jóvenes de 
Allium sativum para realizar el ensamblaje de su genoma mitocondrial. El ADN genómico contiene 
genomas extranucleares como los del cloroplasto y la mitocondria. Es por ello, que se emplearon las 
lecturas obtenidas de la secuenciación de ADN genómico para ensamblar tanto el genoma cloroplástico 
como el genoma mitocondrial de Allium sativum. Las lecturas pertenecientes al genoma mitocondrial 
pudieron ser seleccionadas empleando filtros de cobertura, debido a que las lecturas 
pertenecientes a cloroplasto aparecían con una cobertura de 10 a 15 veces superior a las 
pertenecientes a la mitocondria. Diversos genomas mitocondriales de plantas han sido 
ensamblados empleando ADN genómico (Wang et al., 2012; Aljohi et al., 2016). A pesar de este 
hecho, la transferencia de material genético entre cloroplastos y mitocondrias complica la 
determinación de las secuencias de origen cloroplástico que se encuentran insertadas en el genoma 
mitocondrial. 
La existencia de secuencias repetitivas también complica el ensamblaje final, es por ello que 
en otros trabajos se han empleado clones de gran tamaño como fásmidos y clones BAC para 
ensamblar secuencias repetitivas (Hecht et al., 2011; Park et al., 2013). Aun así, hemos ensamblado 
diversos cóntigos con un tamaño total de 300 kb aproximadamente. En estos cóntigos se han 
detectado secuencias repetitivas que originan diversos caminos entre cóntigos. Los diversos 
caminos entre los cóntigos han sido verificados mediante PCR y se han determinado las 
secuencias repetitivas con exactitud mediante secuenciación por Sanger. Hemos planteado la 
existencia de diversos subgenomas mitocondriales debidos a hechos de recombinación que ocurren 
mediante dichas secuencias repetitivas. 
Hemos anotado 67 genes que se dividen en 40 genes que codifican proteínas involucradas en 
diferentes procesos, 24 que corresponden a moléculas de ARNt y 3 a moléculas de ARNr. Además, se 
ha detectado la separación del gen ccmFn en los genes ccmFn1 y ccmFn2, estos genes también 
aparecen separados en la cebolla. Este resultado pendiente de ser comprobado mediante 
aproximaciones experimentales, podría indicar una posible separación de dicho gen en un ancestro 
común de la cebolla y el ajo. También se ha detectado la presencia del gen sdh4, carente en otros 
genomas mitocondriales de monocotiledoneas. 
La anotación de los cóntigos ensamblados ha resultado en un número mayor de genes al 
descrito en el genoma mitocondrial de una planta del mismo género, la cebolla (Allium cepa). En el 
genoma mitocondrial de la cebolla completo se encontraron 25 genes que codifican proteínas (Tabla 
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2). Como se puede apreciar, este número es muy inferior al encontrado en otras plantas angiospermas. 
También hemos encontrado más ARN de transferencia en la secuencia que hemos anotado que los 
descritos en el genoma mitocondrial completo de la cebolla. En la Figura 5 hemos representado dos de 
los cóntigos más largos obtenidos con los genes que contienen.  
Tabla 3.- Tamaños de genomas mitocondriales de angiospermas y número de genes 
Especie Tamaño (pb) % de AT 
Número de genes 
Totales Proteínas ARNt ARNr 
Allium cepa 1 316,363 - 43 25 16 3 
Arabidopsis thaliana 2 366,924 55.2 131 117 21 3 
Beta vulgaris 3 368,799 56.1 171 140 26 5 
Brassica napus 4 221,853 54.8 100 79 17 3 
Cocos nucifera 5 678,653 54.5 98 72 23 3 
Cucumis sativus 6 1,684,592 44.4 63 37 23 3 
Nicotiana tabacum 7 430,597 55 183 156 23 4 
Oryza sativa 8 490,520 56.2 81 53 22 3 
Phoenix dactylifera 9 715,001 54.8 90 43 23 3 
Vitis vinifera 10 773,279 55.9 161 74 31 3 
Zea mays 11 569,630 56.1 213 163 33 4 
Los tamaños correspondientes a cada genoma y su número de genes han sido tomados de las 
referencias indicadas mediante superíndices: 1 (Kim et al., 2016); 2 (Unseld et al., 1997); 3 (Kubo et al., 
2000); 4 (Handa, 2003); 5 (Aljohi et al., 2016); 6 (Alverson et al., 2011); 7 (Sugiyama et al., 2005); 8  
(Notsu et al., 2002); 9 (Fang et al., 2012); 10 (Goremykin et al., 2009);  11 (Clifton et al., 2004). 
La secuenciación del genoma mitocondrial del ajo se suma a los esfuerzos por desarrollar 
herramientas moleculares para el estudio de la androesterilidad que se observa en esta especie. En 
muchos casos, esta falta de fertilidad se debe a pautas de lectura abierta quiméricas que interfieren 
en la función de genes relacionados con el balance de energía en la mitocondria, entre los que 
se encuentran los genes implicados en la cadena de transporte de electrones (Tabla 2). Este hecho 
ha sido descrito también en otras plantas como Nicotiana sylvestris, Brassica napus, la petunia y el 
maíz (Rasmussen and Hanson, 1989; Pla et al., 1995; Leino et al., 2005; Wen and Chase, 1999).  
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7. Conclusiones y proyección futura
Este trabajo de Fin de Grado está enmarcado en la línea de investigación que se está 
desarrollando sobre el ajo en el laboratorio del tutor. 
Para el ensamblaje de novo de las secuencias obtenidas, hemos utilizado el programa Velvet, 
con el que hemos obtenido numerosos cóntigos de diversos tamaños para su ensamblaje. 
La suma de la longitud de los cóntigos producidos resulta en 300 kb aproximadamente. A pesar 
de no obtener un ensamblaje completo, este tamaño es muy similar al del genoma mitocondrial de la 
cebolla (316.636 pb) y además hemos anotado un mayor número de genes. 
Hemos realizado experimentos para verificar las uniones entre diversos cóntigos, que además 
han puesto de manifiesto la existencia de secuencias repetitivas que dan lugar hechos de 
recombinación en el genoma mitocondrial del ajo. 
Hemos anotado el genoma del cloroplasto mediante una combinación de métodos ab initio y 
basados en homología. La anotación nos ha permitido determinar que los cóntigos obtenidos poseen 
67 genes funcionales, de los cuales 40 codifican proteínas, 24 ARN transferentes y 3 ARN ribosómicos. 
Como sucede con otros genomas mitocondriales de plantas, el genoma mitocondrial del ajo 
contiene genes relacionados con la expresión génica propia y con la función respiratoria. 
Como continuación a este trabajo, pretendemos purificar ADN mitocondrial. Esto consiste en el 
aislamiento de las mitocondrias del tejido vegetal del ajo y en la obtención de ADN mitocondrial libre de 
secuencias cloroplásticas y nucleares. Esto permitirá realizar una secuenciación, ensamblaje de novo 
y anotación completa del genoma mitocondrial del ajo. Las ventajas de esta aproximación frente a 
emplear ADN genómico son que todas las lecturas generadas de la secuenciación pertenecerán a 
mitocondria y se encontrarán a alta cobertura, evitando interferencias producidas por secuencias 
cloroplásticas o nucleares. Esta aproximación es especialmente útil cuando el genoma mitocondrial 
posee secuencias de origen cloroplástico como ocurre en muchas otras especies (Stern and Palmer, 
1984). Tras ello, se procederá a la finalización de la anotación para posteriormente depositarla en la 
base de datos GenBank para que quede a disposición de la comunidad científica. Adicionalmente, se 
realizarán estudios filogenéticos y transcriptómicos con el objetivo de profundizar en el desarrollo de 
herramientas moleculares para el estudio de esta especie. Planeamos redactar un manuscrito en el 
que se detallen los resultados que hemos obtenido. 
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